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~ 1 

AGENT KYPOCHOLESTTOOLEMIANT 



La presente invention concerns un agent 
hypocholestSrol^miant isau de champignons comestibles . 

5 

Actuellement las consideration* nutritionnelles dee 
consommateurs pouseent leg industriels de 1 ' alimentation & 
proposer dee aliments pr§sentant des fonctionnalitSs 
nutritionnellee airielior^ss . 

10 II est reconnu qu'un t^ux Sieve de cholesterol s£rique 

est un facteur non negligeable de risque athSrosclSreux. 
Ainsi, la diminution de ce taux de cholesterol aerique est 
un moyen de lutte centre le risque de maladies cardio- 
vaeculaires . Sachant que la majeure partie du cholesterol 

15 circulant est issue d'une synthase da novo, 1' inhibition de 
la bioeynthSse de cholesterol endogene apparalt comme une 
yoie intereaearite de traitement, on de prevention de 
1 ' hypercholesterolemia . 

La bioeyntheee du cholesterol comprend trois Stapes 

20 majeure^. La premiere, la condensation, permet de passer de 
trois acityl-CoA au mivalonate. Cette condensation implique 
la participation, entire autres, de la 3 -Hydroxy- 3 - 
methylglutaryl-CoA-reductase (HMGCoA- reductase) Le 

mSvalonate alnsi forme est ensuite polymer isS en squal&ne 

25 via dee intermSdiaires polyisoprSne . Enf in, le equalSne 
mSne ' au cholesterol par cyclisation/dem^thylation via la 
formation d' interroSdiaires reactionnels, entre autres le 
lanopterol et sea derives . 



30 



Diff§rents compopSp sont utilises pour inhiber la 
synthase du cholesterol. Les etatinee, en particulier, 
agigsent trSs en amont, par inhibition de HMGCbA- reductase . 
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La lovastatine, isolSe et purififie § partir de divers 
champignons et/ou moisissures a et6 miee a profit comme 
agent hypocholeeterolimiant soup forme de medicament ou de 
compliment mjtritionnel . Ainsi DE 4402591 dScrit la 
5 production et l'isolement de lovastatine et d'acide 
mevinolinique de Pleurotus ostreatus, ainsi que 
1' utilisation de cap composes pour inhiber la biosynthfise 
du cholesterol. L' utilisation de lovastatine neceesite 
cependant un isolement ainei qu'une purification avant eon 

10 emploi. D ' autre part, les composes de la class© dee 
statines, inhibiteure de HMGCoA-reductase induisent des 
effete secondares indfeairablee . En effet 1'HMGCoA- 
reductase eet une ensyme qui agit tree en amont dans la 
voie de la chains de bioeyntheee du cholesterol 

15 (transformation de 1'HMGCoA en mSvalonate) , d§e lors son 
inhibition ter>d & modifier la 3ynth&96 d' autre© composes 
derives du m£valonate. Aijnei, en eupprimant la production 
de mSvalonate, on observe une diminution de la synthase de 
divers st£rotdes, hormones r de co-enzyme QlO i d' ieopentenyl 

20 ARNt, de dferiv^e ieoprenoldes ou de doiichol par exemple. 
La depletion de tale metabolites est responeable, entre 
autree, de troubles hSpatiques et musculairae via une 
augmentation du taux de transaminases h&patiques, par 
exempls (Hiyoehi et al, J. of Lipid Research, 2000 , (4l) 

25 1135-1141) . 

Dans cette optique, on a ch^rch§ des composes capable© 
d'inhiber les Stapes tetfminales de la chaine de aynthiee du 
cholesterol pour eviter les problemee irxherents aux 
inhibiteurs de KJ^GCoA- reductase. Divers composes de 

30 synthase , inhibiteure des Stapes terminales de 
demethylation du lanoaterol en 14 dStmSthyl-lanoeterol, 
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existent. Cee composes sont pour la plupart des derives 
oxygSnee de stfirole. 

Cspendant, tons cee inhibiteurs sont dee purs produits 
de synthase chimique, tele ceux dScrite dans WO9H3903. 
5 Ainsi, outre le fait que leur fabrication passe par une 
synthese chimique lo^gue, complexe et onSreuae, ces 
composes entreat dans la classe dee medicaments, ce qui 
implique dee etudes eliniques pour homologation, 
enregietrement et autorioation- 

10 Komoda et al (Chem, Pharnw Bull . , 1989 37 (2) 531-533) 

dicrivent des datives de lanosterol oxygfines obtenus par 
modification ohimique d'acide Ganodfirique isolS de 
Ganoderma lucldum. II eet indiquS dans ce document que seul 
les derives modifies par voie chimique presentent une 

15 action hypocholestfirolemiante ♦ L'acide ganodSrique B ainsi 
que son derive ester, servant a I'obtention des divers 
autres derives, ne pr£eentent pas d'activite inhibitrice 
eur la synthase du cholesterol. 

Diff ©rents champignons sont d€crits pour leurs 

20 propri£t§s hypocholestSrolSmiantes. Ainei KR 9303886 decrit 
la preparation d' aliments hypocholest§rolemiants a partir 
de champignons medicinaux par sfichage, pulverisation/ 
extraction a 1'eau bouillante et concentration. II apparait 
que de tele extraits agisseat au niveau de HMGCoA- reductase 

25 CBobek et al, Casopie Lebaru Ceeikych, 1997 136(6) 18S-190 ; 
BobeH et al , Experientia, 1995 51 IS) 589-591) - DE 4402591, 

mentionne plus haut, suggere auesi que certains champignons 
comestibles sont richer en inhibiteurs de HMGCoA- reductase ♦ 

30 Le but de la presente invention est de fournir un 

agent hypocholesterol^miant , non issu de synthase chimique 
et utilisable dans uxi produit alimentaire, agissant sur les 
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Stapes terminales de la chalne de biosynthese du 
cholesterol. 

A cette fin, l f agent hypocholeet^rolemiant selon la 
5 presents invention comprend des derives naturels de 
lanostSrol oxygSn^s iseus de champignons comestibles. 

Par « agent hypocholestSrolSmiant *, cn entend un 
agent qui inhibe la synthase du cholesterol et plus 
particuliSrementt en agissant sur lea Stapes terminales de 

10 la chalne de biosynthese du cholesterol, et ceci grace k 
son contemn en derives naturels de lanosterol oxygSnes ■ 

Par « derives naturels » on entend des composes qui 
n'ont aubi aucune modification chimique par quelque moyen 
que ce soit. 11 s'agit dee derives de lanosterol oxyg£n£s 

15 obtenus directement & partir dee champignons comestibles . 

De m§me,. par « champignons comestibles *, on entend, 
des champignons avec we longue tradition de consoirumation 
alimentaire. On entend ainsi tant des champignons ni 
toxiques ni vfineueux, qui se , dietinguent ou non par leurs 

20 qualites gustatives et/ou aroma tiques. II peut s'agir par 
example des champignons choisis dans le groupe comprenant 
les ordree de classification auivants : Agaricalles, 
Aphyllophoralee et Sterealea. De nianiSre prefSrentielle, il 
peut ^'agir de champignons choisis dans le groupe 

25 comprenant : Pleurotus eryngii, Pleurotus aouB r Ganoderma 
lucidum, Grifola frondoea., Pleurotue ostreatus, Agrocybe 
aegerita, Pholiota ntw&ko, Pleurotus citrinopileatue et 
Flamulina valudpes. 

30 L' invention concerne aussi l'utilisation dans un 

produit alimentaire d'un agent hypocholesterol&miant 
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compre^ant dee derives naturels de lanoeterol oxygSnes 
iasua de champignons comestibles . 

Enfin, le proc6d§ de preparation de 1' agent 
5 hypocholeateroiemiant eelan la prfiserite invention comprend 
les etapes euivsmtee : 

- maceration d'un champignon comestible dane un 
premier solvant, 

- Separation dep phases eolides et liguidee, 

10 - Evaporation de la phase liquide jusqu'a obtention 

d'un extrait sec, 

- reprise de l'extrait sec avec de l'eau, 

- extraction de la phase aqueuee 1 1'aide d'un second 
aolvant de polarite inferieure au premier eolvant et non- 
15 miscible avec l'eau at 

- Reparation des phaeep aqueuse et organique. 

L'extrait organicjue ainsi obtenu apres elimination de 
la phaee aqueuse represente 1' agent hypocholesteroiemiant 

20 riehe en derives da lanoeterol naturels oxyg^nee; et est 
utilise pour lee evaluations in vitro, les fracfcionnements 
et purif icationa. 

L'etape de maceration peut 6tre prScedee d'une etape 
de broyage et e'effectuer s^vec du champignon frais ou 

25 sfeche. Cette maceration peut sVeffectuer & temperature 
ambiante ou a una ten^erature de refrigeration. Selon la 
temperature de maceration choisie, cette dexmidre 
0'effectuera sur une durSe plus ou moins longue. L'et^pe de 
maceration peut ainsi s f Staler sur une durSe pouvsmt §tre 

30 comprise ent re 6 et 72 heures. Le premier solvant utilise 
pour cette maceration peut etre du methanol, de 1'fethanol 
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ou du chloroforme, par exemple, utilises seuls ou en 
melange. 

Ei4 s£patratioji des phases solide et liquide peut etre 
realisee par filtration sur papier ou sur gaze, par 
5 centrif ligation ou pq.F decant at ion / par example. 

Apr&s Evaporation de la phase liquide, de preference § 
une temperature proche de la temperature ambiante, 
1'extrait sec obtenu peut Stre repris avec une quantity 
d'aau. comprise entre 5 et 100 % (v/v) par rapport k la 

10 quantity de premier solvant utilise pour la maceration. De 
tnaniere a faciliter 1' extraction avec le second solvant, on 
peut ajuste** le pH de cette solution aqueuse ainei obtenue 
a une valeur de pH acide, c'est a dire k une valeur 
comprise entre 2 et 4, par exemple, avant l 1 extraction a 

15 l'aide du second solvant. Cette acidification peut Stre 
r£alie£e S l'aide d'aclde chlorhydrique, par exemple. 

La solution aqueuae ainsi obtenue peut §tre aoumiee k 
une extraction S l'aide d'un second solvant non miscible 
avec l'eau et de polarite infgrieure au premier, tel que de 

20 1/ acetate d'ethyle, de 1' ipopropanol ou du chloroforme par 
exemple, volume a volume, Le deuxieme solvant sera choisi 
selon ce double critere de polarite inf^rieujre au premier 
solvant et de non-miscibilitS avec l'eau. Dans le cas 
particulier de l 1 utilisation possible du chloroforme comme 

25 premier solvant, par exemple, celui-ci ne constituera pas 
■le. deuxiSme - pojv^nt et cs second solvant ©era choisi de 
polarite inf&rieure au chloroforme et non miscible avec 
l'eau. Une telle extraction pent §tre r^alisSe plusieurs 
fois cone e out ivement # par exemple. La phase organique peut 

30 etre r£cup£r<§e par decantation, par exemple r et £vapor&e, 
de prfifSrence sous vide a une temperature de 1'ordre de 2 5 
a 35 °c. Avant cette Stape d' Evaporation, la phase 
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organique pent event uelletnent §tra sechSe, par example a 
1'aide de Na a $O a anhydre . 

kinei, una foia la phaee organique cotnpl&tement 
evapor£e en obtient un extrait sous forme pulvSrulente 
5 riche en dSrivee de lanoscerol naturela oxyg£n£s. Un tel 
extrait peut §tre additionnS dans un prodult alimentaire, 
par exemple . 

Dans le present contexte, l'effet 

hypocholeet^rolSmisint 6u present produit est estime da 

10 mani&re qualitative sur le moddle de cellules hSpatiques 
humainep T$A4 en culture in vitro. Bien que l'on sache que 
de tela rSsultate ne eont . paa directemenfc transferables in 
vivo a l'homme, ils n'en fournissent pas moins dee 
indications utilep. L'effet hypocholestSrolSmiant est 

15 estirne par la manure de la synthase de novo ds cholesterol 
aur des cellules hSpatiquee humaines an culture en maeurant 
1' incorporation 4'ac<ltate-C* 4 . Un mode d' Evaluation de cette 
synthase de novo est decrit dans une metJiode pr€sentee ci- 
apree . . 

20 L ' agent obtenu aprSp extraction & part ir de champignon 

peut etre purififi, fractionnfi, analyst at caractSrisS par 
chroroatographie liquids et gazeuse, spectroscopic de maese 
at resonance m^gnetique nuclfi^iro de maniSre a identifier 
les dSrivSs de lanost&rol oxyg4n£s contenus. Les materiele 

25 et lep methodes mia en oeuvre pour une telle car act erisat ion 
eont dScrits en detaii dans des mfithodee pr€sentSea ci- 
aprea * 

Analyse in g±LCfi ^ 3Jjg££&£ hypnHholagfcgrQ-l BIQlant 

30 

Les cellules hfipatiquee humaines T9A4 sont mises. en 
croiesance sur le milieu LCM (Biofluids, Rockville, MD) a 
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37°C sous 3,5% C02. he& cellules sont ensemenoees dans des 
boites de cultures ^ 24 puita et incub£es jusqu'a 
confluence avec 1 tnM ac&tate C14 (1 mCi/mol, AmerehanO 
pendant 20 heuree en 1' absence (contrfile) ou en presence de 
5 l'extrait ricbe en d^rivSs de lancstSrol oxyg6n£s issus de 
champignons et/ou de fractions purifi6ea, dissout dans le 
methanol . 

Une extraction de lipides est realis§e par incubation dans 
un mSlange hexajie :iaopropanol (3; 2) pendant 3 0 minutes a 

10 temperature ambiante. L'extrait est ensuite eeche sous 
azote puis rediseout dans de 1'hexane et soumis a une 
. chromatographic haute performance en coqche mince (Merck, 
Darmstadt, Allemagna) avec comme aolvant un melange 
hexane sdiethyl ethenacide ac£tique (75:25:1). La neo- 

15 synthase de cholesterol est determinee en mesurant 
1 # incorporation de 1' acetate C 14 au sein du cholesterol & 
l'aide d'un imagaur (Canberra Packard, Zurich, Suisse) et 
.i exprimSe en % du controle. 

20 Les rfieultats sojit pr£aentSs dans le tableau 1. ID50 
represente la dose inhibant la synthase de cholesterol de 
50%, On pent noter que lea differents extraits presentent 
une activite hypocholestSrolamiante notable. De plus, les 
extraits obtenue s*vec Ganoderim lucidum, PleurotuB 

25 citrinopiieatus et Flamulixia velufcipes montrent une 
. . activity trSs forte avec un seuil d' inhibition 50% de 

1'ordre de 1 a moins de 14 fig/ml- 

Les extraits bruts actifs de Ganoderma lucidum et de 
Pleurotua citrlnopileatus ont et£ purifies et testes pour 
30 leur activitSs hypochole£terol6miante. Les rSsultats sont 
prSsentSs au tableau 2- On peut constater que l'extrait 
brut obtenu i, partir de Ganoderma lucidum contient lui-mSme 
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une grande quantite de composes hypocholest£rolemiants dont 
la dose inhibant 50 % de la biosynthSse du cholest§rol est 
infirieure a 3 fig/ml. L' inhibition obeervee avec lea 
fractions pur if ieee £ partir de PleurotuB oetreatus 
5 present ent un ID50 plus Slevee mais cependant 
particuliSrement: interessante. 

^ragteriaation phYfligo-^him i que das composes cnntemia flrm R 
lea extrai.r-fl de champicmong . 

10 

SgQctrprogtr,y? de masae 

wPT.r /em f ghromat-ngyaphi e liquids haute — performance /. 

spectromSr.rie de masae) 

Leo analyses ont gte realises en utilieant soit un 

15 spectrometry de maeee Micromass AutoSpec OA-TOP connecte a 
un systelme HPLC Waters 2690 ou un spectrom£tre de maese 
Finnigan TSQ-7QC triple quadrupole connecte a un systSme 
HPLC Waters consiptant en un aufcoeampler 757, une pon\pe 
600 -MS et un dfitecteuj? UV 486 -MS. La colonne HPLC utilisSe 

20 est une STucleosil 100 5 -CIS (250 x 4 mm, Macherey Nagel) . 
Le solvant A utilise est de l'eau contenant 0,1 % d'acide 
tri-£luoro-act§tique (TFA) , le solvant B est de 
l f ac£tonitrile contenant 0,1% TFA. Le dSbit est f ixe a 1 
ml/min. L'61ution est realisSe en mode ieochratique (10% A, 

25 90% B) ou a 1' aide d'ua gradient linSaire de 90% A / 10% B 
-. vers 10% A / 90% B en— 25 minutes suivi de 5 minutes avec 
10% A / 30% B. Une poet colonne de derivation permet de 
diriger le melange Sl un debit de 0,1 ml/min vers les 
spectrometrea de tpa^se. Gee demiers f onctioiuient avec un 

30 eiectrospray fix£ a 4 kV, Les spectres de masse sont acquis 
entre 100 et 800 Da en made positif. 
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CG/SM (Chromatocrraph.ie craaeuae / Spectroscopie de maeee) 
Analyses r£alie3ee Si l'aide d'un chrdmatographe gaz HP 5890 
CG combing a un spectrometry de masse Flnnigan MAT 8430. Le 
capillaire de eilice utilise est un J&W Sc± DB-5 (30 m x 
5 0,32 mm, 0,25 jam d'epaieseur du film), Le gaz utilise est 
de 1 'Helium S i«i6 predion de 150 kPa. Le programme de 
temperature eat de 60°C (1 min) , 30°C/min juequ'S 270°c 
puie 10 6 C/minutes juequ'^ 320°C. L'injecteur est chauffg a 
250°c, Lee speatres de maese aont obtenus en mode EI §l 70 
10 eV de 20 a 800 Da. Lea Schantillone sont injectSe avant et 
aprSs trimethylsilyl derivatisation realieee & l'aide d'un 
melange de pyridine et de BSTFA (1/3/ v/v) a 100°C pendant 
lh. 

15 rmw (Rgaonance Maqn6ti<we NuclSaire) 

Les spectre© sont obtenus a l'aide d'un 3pectromStre 
Brucker DPX-360 a temperature ambiante. Frequence de proton 
360,12 MHz, frequence 13 C 90,56 MHz , Techniques appliqueeg 
pour la RMN du proton ; spectroscopic une dimension, 

20 spectroscopie de correlation. homonuclSaire 2D, 
spectrogcopie nucl^aire Overhauser 2 D. Pour la RMN du 13 C : 
spectroscopie une dimension avec et sans d£couplage du 
proton, spectroscopie de correlation heteronuclSaire 2D 
avec detection de la frequence des 13 C. Lee molecules sont 

25 dissoutec dans CDC1 3 99, B%. 

EXEMPLE 1 

30 Preparation d'un extrait §. partir de Pleurotua erynyii- 

5 grammes de fruit eech€ de Pleurotus eryngii sont broye et 
mis a macerer dans 50 ml de methanol a 80 % pendant 1 jour 
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a temperature arobiante. Le melange est ehsuite filtrS pur 
papier et le filtrat recolte, evapore. L' extrait brut est 
repris avec de l'eau distillee (50 ml) et le p h est ajuste 
■4 3 a 1' aide d'acide cnlorhydrique 2N. Cet extrait aquaux 
5 eat extrait en deux fais avec de 1' acetate d'ethyle, volume 
4 volume. La phase organique eat sechae avec du Na2S04 
anhydre et evaporee sous vide, 4 30 °C, pour snlever le 
solvant. L' extrait ainei obtenu, environ ICO mg, est repris 
dans 4 ml de methanol 

10 

EXBMPLE 2 

Preparation d r un extrait 4 partir de Pla,-rr>i-»n eous^ 
15 La meme procedure que cells decrite dans 1 ' exemple 1 est 
utilisSa, a U difference que 1' on obtient, in fine, 
environ 170 mg d' extrait 4 partir de 4.5 g de champignon 
s£cbe . 



20 EXEMPLg 3 

Preparation d'un extr ait 4 part i r de Gannd erma iu/?T/W 
La mime procedure que celle decrite dans 1' exemple 1 est 
utilieee, 4 la difference que l'on met 4 macerer 6 g de 
25 champignon et que l'on obtient, in fine, environ 140 mg 
d' extrait. 



30 



EXEMPLE 4 

Preparation, d'un extrait 3 partir de Gr-ifoia £tandQB&*. 



La m£me procedure que cells decrite dans i'exemple 1 est 
utilisSe, a la difference que l'on met 4 macirer 6,8 g de 
champignon et que l'on obtient, in fine, environ 180 mg 
d'extrait. 

5 

BXEMPLE 5 

Prftnarat-.ian dMm extra it £ partir de PJeurofcna Q&fcrg&fcUfL 
Ija m§roe procedure que celle dScrite dans I'exemple 1 est 
10 utilisSe, a la difference que l'on obtient, in Cine, 
environ 120 mg d'extrait & partir de 4 g de champignon 
pfeche, 

EXEMPLE B , 

15 ... . 

Preparation d'un extra.it a partir de Aarrocvbe aeaerita. 
La mSme procedure que celle dScrite dana I'exemple 1 est 
utilisee, a la difference que. 1/ on met S m^cfirer 6, 5 g de 
champignon et que l'on obtient, in fine, environ 290 mg 
20 d'extrait. 

EXEMPLE 7 

Frgpfrfrfltiqn fl'ua sxfcrait a partir de PhQllQta namfjka* 
25 La meme procedure que celle d€crite dans I'exemple 1 est 
utilisSe, & la difference que l'on obtient, in fine, 
environ 310 n\g d'extrait £ partir de 4 g de champignon 
eech£ * 



30 
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EXEMPLE 8 



»t*l««.. a la que V on Mt a TOo4r „ , 

d'extrait. * 



d'extraic. 
10 EXEMPLE 9 



MMMnnn rim rtn.1t l«ir i a, a T -,- r „ f „ „, 

t+ *m PTO c* 4 u«. qua celle d4crlte ^ l-^pie i eBt 
utiUsee, a la differs que !>» ra6t a macSrer .. , _ , ' 
champion et qua Vm « rt)tlW( ia fin9 , . environ 4 
d'extrait. nig 



EXEMPLE 10 



200 g de champignon sec Osnodenna l^i6 m sont broy4e et 
naceras dana a litres de ^ ft ^ 

pendant 2 joura . Le ^ ^ 

la phaaa liquide avapo^e ecua vide, a 30-0. Vextrait 
methanolique obteuu (env. 12 g) esc repris avec 



ml 
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d'eau et le pH de cette solution est ajustS a 3 a l'aide 
d'acide chlorhydrique 2 N. Cet extrait aqueux est axtrait 3 
fois volume a volume avec de l'acfitate d'Sthyle* La phase 
organique est sSchee ^vec du Ma 2 S0 4 anhydre et £vaporee sous 
vide, a 30*0, pour eliminer le eolvant, L'extrait see 
obtenu (S,7 g) est repris a l'aide d'un melange ether de 
p§trole et methanol 30%. L' extrait methanol ique obtenu (6,5 
g) est chromatographic eur un gel de eilice ; 1' Slut ion est 
realist par paliers avec 100% CHC1 3 , puis 1% MeOH dans 
CKC1 3 , puis 10% MeOH dans CHC1 3 puis 100% MeOH. La fraction 
100% CHC1 3 est re chromatographic aur gel de eilice ; 
l'elution est effectuee par paliers avec 100% hexane, puis 
5% acetate d'ethyle dane L'hexane, puis 20% acetate 
d/e chyle dane l'hexane, pule* 50% acetate d'6thyle dans 
1'hexane, puis 100% acfitate d'£thyle* Lee fractions actives 
20% acetate d'Sthyle dans 1' hexane, 50% acetate d'Sthyle 
dan© 1' hexane et 10 0% e*c£tate d'ethyle sont purifiees par 
chromatographie liquids ; haute ' performance (HPLCV . A : cette 
fin, une cplonne Nucleosil 10.0-5 C18 (250. x 4 mm, Macherey 
Nagel)est utilisee avec une post-colonne Lichrospher 100 
rp-18 (MereJc) , La phase mcbile coneiste en un melange de 
0,05% H3PO4 dan* eau/acetonitrile (10/90) v/v. L'Slution 
chromatographique est r£alis£e en mode isocratique avec un 
debit de l ml /win. Le detecceur utilise est un Hewlett 
Packard G1315A, serie 1100 et fanax est fixSe a 254 nm. 
Lee molecules actives sont identifiees par Spectroacopie de 
Masse CSM) at Resonance MagnStique Nucleaire {RMN) , 
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EXEMPLE 11 

FgaCt i PlTOftmfint , — JSt caracfcp.risaMnn phyninft- rhimign* h» p 

CQmPOflgs CODtftmiB dang les stra i ts de c^ampi gincm Pl^umrn^ 

CeuX'Ci ont ate choisis car les extraits bruts obtenus 
presentent une forte activite hypocholesterolemiante in 
vitro. 

200 g de champignon, sec Pleurotue citrinopileatua aont 
broySs et maceres dans 2 litres de methanol 8 0%, a 
temperature ambi ante pendant 2 jours. Le melange est filtre 
sur gaze et la phase liquids evaporee sous vide, a 30 o C. 
L'extrait methanolique obtenu (env. 31 g) est repris avec 
loo ml d'eau et le p». de cette solution est ajuste a 3 a 
1/aide d'aoide chlorhydrique 2 N. Cet extrait aqueux est 
extrait 3 fois volume a volume avec del' acetate d'Sthyle, 
La phase organique est sechee avec du Na 2 S0 4 anhydre et 
evaporee sous vide,, a 30°C, pour eliminer le solvant. 
L'extrait acetate d'ethyle (6,6 g) est chromatographie sur 
un gel de silice ; l'elution est realisSe par paliera avec 
100% CHC1 3 , puis 5% MeOH dans CHC1 3 , puis 10% MeOH dans 
CHCla puis 100% MeOH, La fraction 100% CHCI3 est 
rechroTiiatographiee sur gel de silice > l'elution est 
effectuee par paliers avec 100% hexane, puis 5% acetate 
d'ethyle dans 1' hexane; puis 20% acetate d'ethyle dans 
1' hexane, puis 50% acetate d'ethyle dans l'hexane, puis 
100% acetate d'ethyle. Les fractions actives 20% acetate 
d'ethyle dans 1 ' hexane , 50% acetate d'ethyle dans l'hexane 
et 100% acetate d'ethyle sont purifiees par chromatographie 
liguide haute performance (HPLC) . A cette fin, une colonne 
Nucleosil 100-5 G18 (250 x 4 mm, Macherey Nagel)est 
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utilisee avec une post-colonne Lichrospher 200 RP-X8 
(Merck). La phase mobile coneiste en un mSl^nge de 0,05% 
H3PO4 dans ean/acei:anitrile (10/90) v/v« Le debit est de 1 
ml/min, Le detecteur utilise est un Hewlett Packard G1315A, 
5 . sSrie 1100 et Xmax est fixee a 254 nrn. 

Les molecules actives sont identifies par spectropcopie de 
masse couples $ upe chromatographic en phase gazeuse CG/SM. 

10 Le tableau 3 met en Evidence lea derives naturels de 
lanceterols oxyg£n£3 (oxylanoet£rols) identifies dans 
diffSrentee fractions purifieea a partir de Ganoderma 
lucidum et ai partir de Pleurotus citrinopileatus. En ce qui 
concerne Gancderwa lucidum, les analyses de epectromfitrie 

15 de maeee et de resonance magnetique nucleaire ont &t& 
rSalisSes avec les fractions 80% Hexane / 20% Acetate 
d'£thyle et 50% hexane / 50% acetate d'ethyle (telles 
qu' indiqueee au tableau 2 ) . En ce qui concerne Pleurotus 
citrinopileatua, seule la fraction 80% hexane / 20% acetate 

20 d'6tayle a <§tS utilisee. Les figures 1 et 2 mettent en 
Evidence le Ganod^rol h identi£i6 par RMN et spectrom&trie 
de masse/ dans les fractions purifieea de Ganoderma lucidum 
( 80/20 et 50/50 Hexane/AcState d'ethyle) et de Pleurotus 
citrinopileatuB (80/20 tfexane /Acetate d' ethyls) . 

25 



30 



- 17 - 



20 



Tableau 1 : Activity hypocholest&olSmiante in vitro observee sur cellules h^patiques 
humaines avec les extmits obtenus ft partir de champignons comestibles. 
Champignons ID50 (fig^nil) 



Pleurotus eryngii > 1 50 

Pleurotus ecus >70 

10 Gmiodermalmdum 1 

GrifblafiondosQ 180 

Pleurotus ostreatM 150 

Agrocybe aegerita >150 

Pholiota narneko >300 

15 Pleurotus citrinopUeatu? 10 

FlamwHavetotips <14 



25 
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Tableau 2 : Activite hypocholesterolemiante in vitro observee sur ceUules hepatiques 
humaines avec ies fractions purifies des extraits obtenus k partir des champignons 
5 comestibles Qcmoderma lucidum et Phurotus citrinopileatus. 



Fractions ID 5 o Og'ini) 

Ganoderma lucidum 
100%CHCl3 

10 95% Hexane-5% Acetate d'^thyle >17 

8O°/oHexane-20% Acetate d'etbyle 3 

50%Hexane-50% Achate d'ethyle 0,8 

100% Acetate d'ethyle 1.5 

95% CHCl 3 -5% MeOH 1.3 

15 90% CHCi3-10% MeOH 2.4 

100% MeOH >2 

Pleurotus citrinopileatus 
100%CHC1 3 

20 95% Hexane-5% Ac6tate d'ethyle >ld 

80% Hexane-20% Acetate d'ethyle 7.5 

50% Hexane-50% Acetate d'ethyle 5 

100% Acetate d'ethyle 2-5 
95%CHCl 3 -5%MeOH 15 

25 90%CHCl 3 -10%MeOH >60 

100% MeOH >55 
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Tableau 3 : Activite" hypocholest&olemiante } n v? > 0 observee sur cellules bepatiques 
humaines avec les principales molecules d'oxylanosterol purifiers des extraits obtenus a 
5 parth- 4es champignons comestibles Ganoderma tueidum ct Phurotus citrfoopileatus. 



OxylanOStsrols . Masse (m/z) ID 5 o (ng/ml) 

^anoderolA 438 1 

10 b Ganoderal A 436 7 

"Ganoderol B 440 10 

"acide OmwAMqaet V 454 0.5 



"molecule pr&ente dans Ganodetma lucidunt et Pl^r omscitrinnpileaiuv 
molecule pr&sente juste Ganndermq lucidunf. 
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REVINDICATIONS 

1. Agent hypccholeetSrolSmiant riche en derives de 
5 lanoeterol natureip axygen^s isol&s de champignons 

comestibles . 

2. Agent hypocholestSrolemiant selon la revendication 1, 
caract£ri8& en que lea champignons sont: choisis dans le 

10 group© comprensmt les ordres de classification : 
Agaricalles, Aphyllophoralea et Sterealee. 

3 . Agent hYpochole$t<§rolsniiant selon les revendications l 
et 2, caracteriee er; ce que les champignons pent choisis 

15 dana le groups coiuprenant ; Pleurctue eryngii, Pleurotus 
eous, Ga.noderma lucidum, Grifola frondosa, Pleurotua 
o&tjreatus, kgrocybe aeg&rita, Pholiofca namako, PleurotuB 
c i trinopi 1 t us et Flaxnulina velutipes. 

20 4- Utilisation dans un produit alimentaire , d ' un agent 
hypocholest&roleTniant selon les revendications 1 4 3. 

5. Proo6d£ de pr6paration. d'un agent hypocholeeterol^miant 
selon la revendication 1, comprenant lee Stapes suivantes ; 
25 - maceration d'un champignon comestible dans un 

premier solvant, 

- e£paration de© phaeea solides et liguides, 

- evaporation de la phase liquide juequ'S obtention 
d'un extrait sec, 

30 - reprise de \' extrait avec de 1'Ba.u, 
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- extraction de la phass agueuse i l'aide d'un second 
solvant de polarite in£erieure au premier solvant et non 
miacible avec I'eau et 

- separation des phases aqueuse et organique. 

6. Proc£d§ selon la revendication 5, earaeterise en ce que 
le premier solvant est choisi dans le groupe comprenant le 
methanol, l'ethe»nol et le chloroforme, utilise seule Ou en 
melange . 

7. P;poc£de selon la revendication 5, caracterise en ce que 
le deuxieme solvant eat choisi dane le groupe comprenant 
1' acetate d'ethyle, 1 r isopropanol et le chloroforme, 
utilises seuls ou en melange. 

8. . proefidfi: selon la revendication S, caracterise en ce que 
l'Stape de maceration est rSalisSe pendant 4 H 96 heures a 
une temperature comprise entre 5 et 30 'C. 

20 9 . Proc§d<§ selon la revendication 5 , caracterise en ce 

qu'on a juste le p& de la phase aqueuse a une valeur 

comprise entre 2 et S avanfc 1' extraction a 1 'aide du second 
solvant. 



15 
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ABREGE 

Agent hypocholeetSrolSmiaat 

5 La present e invention conceme un agent 

hypocholesterolemiant richfc en d6riv€e naturals de 
l^nostSrol oxygSr^s isaus de champignons comestibles* Un 
tel agent peut etre additionne k dea produits alimentaires . 
ProcSdS de fabrication d'un tel agent, 
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